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RESUMO 

 

Dentre os peixes neotropicais, o gênero Astyanax é considerado como um dos 

mais diversos e abundantes. São peixes conhecidos popularmente como lambaris ou 

piabas e apesar de serem amplamente estudados, suas relações filogenéticas ainda são 

incertas, em função de uma taxonomia complexa repleta de espécies crípticas e 

complexos de espécies. Há algumas décadas, estudos com citogenética clássica e 

molecular têm fornecido dados valiosos sobre a dinâmica cromossômica do gênero, 

ajudando à identificar os complexos de espécie e à traçar suas histórias evolutivas. 

Seguindo os avanços nas tecnologias de sequenciamento de genomas e na biologia 

computacional, uma nova área tem crescido, a Ciência de Dados Genômicos, fornecendo 

uma infinidade de novas ferramentas e abordagens para estudos genéticos, ecológicos e 

evolutivos em diversos organismos. Nesta dissertação, exploramos algumas dessas 

ferramentas no genoma de Astyanax altiparanae, que, diferentemente de outras espécies 

do gênero, é cromossomicamente pouco diversa, onde os marcadores citogenéticos atuais 

não se mostram muito resolutivos. Com os dados genômicos obtidos por sequenciamento 

de nova geração (NGS) e utilizando de uma série de ferramentas de bioinformática, 

objetivamos realizar a montagem de um mitogenoma completo para A. altiparanae e 

analisar o satelitoma desta espécie. O mitogenoma obtido foi descrito e foi feita a 

anotação funcional do mesmo. Construímos uma filogenia a partir desse mitogenoma em 

conjunto com os de outros Characiformes disponíveis na literatura e exploramos o 

satelitoma de A. altiparanae, onde descobrimos e classificamos 32 sequências de DNAs 

satélites promissores para a espécie. Com base nos resultados obtidos, concluímos que a 

filogenia baseada em genomas mitocondriais completos dispõe a espécie A. altiparane 

como grupo irmão de A. mexicanus e reforça a ideia de uma condição parafilética para o 

gênero. Além disso, das 32 sequências de elementos repetitivos identificadas, sugerimos 

três como possíveis novos marcadores citogenéticos para A. altiparanae e para Astyanax 

como um todo. Por fim, demonstramos que as abordagens in silico se inserem como um 

complemento forte para as técnicas clássicas de citogenética e FISH, sendo desde já 

imprescindíveis uma vez que, ao suprir algumas das limitações da citogenética clássica e 

da FISH, fornecem novos pontos de partida para melhor entender os mecanismos 

genéticos e cromossômicos por detrás dos padrões evolutivos dos Astyanax, ajudando 

assim, numa reconstrução mais precisa da história do gênero. 
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ABSTRACT 

 

Among neotropical fish, the genus Astyanax is considered one of the most diverse 

and abundant. These fish are popularly known as “tetras” or “piabas” and despite being 

widely studied, their phylogenetic relationships are still uncertain, due to a complex 

taxonomy filled with cryptic species and species complex. For some decades, classical 

cytogenetics and molecular studies have provided valuable data on the chromosomal use 

of the genus, helping to identify species complexes and track their evolutionary histories. 

Following advances in genome sequencing technologies and computational biology, a 

new area has grown, Genomic Data Science, providing a wilderness of new tools and 

approaches for genetic, ecological and evolutionary studies in diverse organisms. In this 

dissertation, we explore some of these tools in the Astyanax altiparanae genome, which, 

unlike other species of the genus, has poor chromosomally diversity, where current 

cytogenetic markers can be less effective. With the genomic data obtained by Next-

Generation Sequencing (NGS) and using a series of bioinformatics tools we aim to carry 

out the assembly of a complete mitogenome for A. altiparanae and analyze the satellite 

of this species. The mitogenome obtained was described and its functional annotation was 

made. We built a phylogeny from this mitogenome together with those of other 

characiforms available in the literature and explored the A. altiparanae satellite, where 

we discovered and classified 32 promising satellite DNA sequences for the species. Based 

on the results obtained, we conclude that phylogeny based on complete mitochondrial 

genomes makes the A. altiparane species the sister group of A. mexicanus and reinforces 

the idea of a paraphyletic condition for the genus. In addition, of the 32 sequences of 

repetitive elements identified, we suggest three as possible new cytogenetic markers for 

A. altiparanae and for the genus as a whole. Finally, we demonstrate that in silico 

approaches are a strong complement to the classic techniques of cytogenetics and FISH, 

being essential since, by addressing some of the limitations of these two techniques, they 

provide new starting points to better understand the genetic and chromosomal 

mechanisms behind the evolutionary patterns of Astyanax, thus helping in a more accurate 

reconstruction of the history of the genre. 
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1. INTRODUÇÃO: 

Os “Peixes” configuram um grupo polifilético de animais vertebrados que se 

distribuem por águas doces e marinhas de quase todo o globo Terrestre (Helfman et al., 

2009). Esses animais correspondem a mais do que a metade de todas as espécies de 

vertebrados vivos atualmente. Deste modo, também é alto o número de espécies no grupo, 

cuja diversidade está partilhada em aproximadamente 540 famílias de 85 ordens. Os 

trópicos abrigam o maior número de espécies dessas famílias, onde dois terços delas são 

peixes que habitam águas doces (Nelson et al., 2016).  

Dentre as famílias existentes de peixes, Characidae é uma das maiores e mais 

complexas: é considerada a quarta mais diversa do mundo e a mais diversa quando se 

trata das famílias Neotropicais, onde possui mais de 1000 espécies distribuídas entre o 

Norte da Argentina e o Sul dos EUA (Mirande, 2009 e 2010). Grande parte dos 

Characidae é morfologicamente bem conservada, entretanto, diversas fontes importantes 

de variação morfológica, relacionada principalmente à alimentação, à resistência corporal 

aos diferentes fluxos de águas (com e sem corredeiras) (Breda et al., 2005) e até eventos 

de miniaturização, resultam em uma série de caracteres altamente homoplásticos no grupo 

(Mirande, 2010).  

As relações filogenéticas dos Characidae, tanto as internas quanto as com os 

demais Characiformes, são instáveis (Mirande, 2018) e têm sido questionadas e discutidas 

há décadas na literatura, em função de dúvidas recorrentes quanto à sua composição e 

monofiletismo (Lucena, 1993; Oliveira et al., 2011; Mirande, 2018). Uma definição mais 

restritiva para Characidae foi proposta por Oliveira e coautores em 2011, onde a família 

foi fortemente recuperada como monofilética e caracterizada morfologicamente pela 

ausência de um osso supra-orbital em seus integrantes (Malabarba & Weitzman, 2003; 

Oliveira et al., 2011).  

Essa e outras sinapomorfias utilizadas para alcançar estabilidade monofilética em 

Characidae, embora sejam consideradas uma solução compatível com abordagens 

moleculares e morfológicas disponíveis na literatura, ainda não resolvem totalmente as 

relações de seus ramos internos (Mirande, 2018). Um dos motivos disso é a presença de 

mais de 80 gêneros considerados como incertae sedis (do latim “com posição incerta”) 

nesta família (Lima et al., 2003; Oliveira et al., 2011; Mirande, 2018).    
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Um desses gêneros é o Astyanax. Na mitologia grega, Astyanax significava “Lorde 

da cidade”, foi o apelido dado pelos Troianos à Scamandrius, príncipe filho de Hector e 

Andrómaca, durante a Guerra de Tróia (Homer, 1924). Scamandrius era uma homenagem 

ao rio Scamander, ao noroeste de Anatólia (Turquia moderna), e ao Deus-rio de mesmo 

nome (Homer, 1924; Koerber, 2011; Rose & March, 2015; Encyclopædia Britannica, 

2018).  

Como gênero de peixes, Astyanax foi descrito por Baird & Girard em 1854 com 

base no Astyanax argentatus. Eles incluíram como “Characini” peixes caracterizados pela 

barbatana dorsal acima das barbatanas pélvicas; linha lateral não serrilhada; presença de 

uma nadadeira adiposa; fileiras duplas de dentes em ambas as mandíbulas achatadas; sem 

dentes caninos ou palatinos e com escamas grandes (Garavello & Sampaio, 2010).  

Entre 1921 e 1927, em sua revisão do gênero, Eigenmann incluiu uma série de 

novos caracteres morfológicos para definir o grupo, como o comprimento máximo entre 

150 e 200mm e linha lateral completa. Isso abrangeu 74 novas espécies e subespécies 

distribuídas do Rio Grande, na fronteira entre México e EUA, até o sul da Argentina, 

Uruguai e Brasil (Eigenmann, 1921 e 1927; Garavello & Sampaio, 2010).   

Atualmente o gênero compreende cerca de 170 espécies de peixes pequenos 

conhecidos popularmente como piabas, lambaris ou “tetra fishes” (Eschmeyer, 2019). É 

o gênero mais rico em espécies dentro de Characidae, o mais diverso da região 

Neotropical (Orsi, 2004), sendo também um dos mais abundantes na América do Sul 

(Eigenmann, 1921). 

A alusão do gênero Astyanax ao Deus-rio é compreensível dada a tamanha 

diversidade encontrada no grupo. Essa diversidade é, em partes, reflexo do hábito de vida 

e da história evolutiva destes peixes, que se dá em populações isoladas ao longo de riachos 

de cabeceira e pequenos tributários de corredeiras aos quais eles normalmente estão 

restritos (Garutti & Britski, 2000).  

Os riachos de cabeceira contêm, desproporcionalmente, um grande número de 

espécies em geral (Nelson et al., 2016) e naturalmente, a ictiofauna neotropical como um 

todo é caracterizada por um alto grau de endemismos (Albert e Reis, 2011). Isso acontece, 

pois, populações isoladas geralmente exibem uma grande variabilidade quando se trata 

de características morfológicas e genéticas (Badyaey et al., 2000).  
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Ainda se tratando da complexa diversidade dos Astyanax, um de seus efeitos é a 

existência de espécies consideradas crípticas e, consequentemente, a incerteza que essas 

espécies apresentam quanto às suas relações filogenéticas. Como exemplo disso pode-se 

citar dentro deste gênero, a construção artificial de três principais complexos de espécies: 

A. bimaculatus (Garutti, 1995), A. fasciatus (Justi, 1993) e A. scabripinnis (Moreira-Filho 

& Bertollo, 1991). Estes diferentes complexos seriam uma forma intuitiva de agrupar 

conjuntos de espécies que compartilham características em comum, porém, suas 

filogenias não corroboram com tais agrupamentos.  

O gênero como um todo é considerado polifilético e suas relações filogenéticas 

são incertas (Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto, 2016). Sendo assim, mesmo que 

filogenias recentes aloquem os Astyanax dentro da subfamília Stethaprioninae (Mirande, 

2018), alguns autores consideram o gênero como Incertae sedis, por não apresentar 

evidências robustas de monofiletismo, (Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto, 2016; 

Mirande, 2018). 

Uma outra questão que envolve o gênero, dado o difícil reconhecimento e 

identificação de suas espécies, é a inconsistência que pode ser encontrada na literatura 

quando a taxonomia leva à classificação errônea daquelas que são morfologicamente 

parecidas ou crípticas. A atual espécie A. fasciatus pode ilustrar bem isso: A. fasciatus foi 

descrita originalmente por Cuvier em 1819 como Chalceus fasciatus. Os peixes que 

remetiam à Chalceus fasciatus passaram a ser considerados como Tetragonopterus por 

Steidachner em 1876, onde Tetragonopterus aeneus Hensel (1870) foi um sinônimo 

júnior da atual A. fasciatus Fowler, 1948 (Melo & Buckup, 2006).  

Posteriormente, Eigenmann transferiu a maior parte dos Tetragonopterus para o 

gênero Astyanax, incluindo o nome júnior de fasciatus. Foi quando finalmente A. 

fasciatus foi redefinido por ele, entretanto, como um táxon composto por cinco 

subespécies, com ocorrência geral pelos rios do Brasil (Eigenmann, 1921).  

A descrição original de A. fasciatus feita por Eigenmann foi baseada em um 

espécime oriundo da bacia do rio São Francisco, ainda assim ele atribuiu sua distribuição 

a diferentes bacias pelo país (Eigenman, 1921). Em consequência disso, alguns trabalhos 

têm questionado a validade dessa descrição, cujas definições são tão amplas que podem 

abranger outras espécies de Astyanax, tanto que existem A. fasciatus sendo relatados em 
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rios do México e Argentina quando deveriam ser restritos ao rio São Francisco no Brasil 

(Melo & Buckup, 2006).  

 Dos complexos de Astyanax citados anteriormente, pode-se destacar o A. 

bimaculatus, que apresenta características bem mais conservadas que os demais 

complexos (Domingues et al., 2007; Pazza et al., 2018). Proposto por Garutti em 1995, 

os A. bimacultatus são atualmente representados pela espécie homônima em conjunto 

com outras como A. altiparanae, A. lacustris, A. assuncionensis e A. abramis. Estas 

espécies vivem entre a vegetação submersa de águas calmas e menos turbulentas. 

Possuem uma alimentação versátil e comportamento oportunista, sendo distribuídas 

principalmente pelas bacias do alto rio Paraná, Paraguai, Iguaçu e São Francisco (Shibatta 

et al., 2002; Domingues et al., 2007; Pazza et al., 2018). 

A maior parte das espécies animais e vegetais possuem um número cromossômico 

ou citótipo característico, mas quando se trata de peixes, muitas variações podem ser 

encontradas, em função de rearranjos numéricos, estruturais e da presença de 

cromossomos supranumerários (Pazza et al., 2007). A existência de uma grande 

diversidade cariotípica nas populações de Astyanax, aliada à sua abundância e riqueza, 

tornam o gênero um importante modelo para se estudar a diversificação evolutiva. Os 

Astyanax, em conjunto com o seu hábitat, são então alvos de diversos tipos de estudos 

ecológicos e genéticos que buscam elucidar seus complexos padrões evolutivos (Badyaev 

et al., 2000).  

Tais estudos são realizados geralmente a partir da Citogenética, que engloba a 

investigação dos cromossomos, suas formas e arranjos (isolados ou em conjunto), suas 

funções, origens, variações e evolução (Guerra, 1988); da Filogeografia e da 

Biogeografia, que têm fornecido muitos dados sobre a natureza demográfica e histórica 

da evolução intraespecífica de muitas espécies (Avise, 2009).  

Os estudos cariotípicos realizados em Astyanax vêm fornecendo dados 

significativos para entender como o isolamento repercute nas suas populações (Shibatta 

& Artoni, 2005). Enquanto os A. fasciatus têm demonstrado um número cromossômico 

variável de 2n=45, 46, 47, 48 e 50 (Pazza, 2006; Ferreira-Neto, 2012), os A. bimaculatus, 

em especial os A. altiparanae aqui estudados, possuem um número diploide constante em 

suas populações, sendo 2n=50 cromossomos (Kavalco et al., 2011; Fernandes et al., 

2014). 
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Esse número diploide conservado dos A. altiparanae é considerado 

simplesiomórfico dentro dos Astyanax (Kavalco et al., 2011). Ainda assim, existem 

variações cariotípicas na espécie, onde são encontradas diferenças em sua fórmula 

cariotípica, no número fundamental de braços e na simetria geral dos cariótipos. É 

possível também observar citótipos distintos e estruturação populacional nesses peixes 

em diferentes bacias e sub-bacias (Kavalco et al., 2011; Fernandes et al., 2014).  

Esses dados citogenéticos, em conjunto com os moleculares e os caracteres 

morfológicos compartilhados pelos A. altiparanae, como a própria mancha umeral oval 

e o rabo amarelo característicos, sugerem que pelo menos o complexo A. bimaculatus 

seja monofilético (Pazza et al. 2018), com divergência relativamente recente, onde seria 

composto por dois principais clados: A. altiparanae e A. bimaculatus (Pazza & Kavalco, 

2007; Mello, R. 2009; Kavalco et al. 2011; Fernandes et al. 2014; Pazza et al. 2018). 

Dentre as várias técnicas existentes dentro da Citogenética, são os trabalhos 

realizados com Hibridações Fluorescentes in situ (FISH), utilizando de sondas de DNA 

Ribossômico (rDNA) 5S e 18S, juntamente com o satDNA As-51, que têm fornecido 

dados promissores sobre a história evolutiva dos Astyanax (Abel et al. 2006; Pazza et al., 

2018).  A combinação desses marcadores é interessante e promissora uma vez que os 

rDNAs 5S e 18S constituem sequências repetitivas altamente conservadas de pares de 

base, ao passo que o DNA satélite repetitivo denominado As-51, é menos conservado e 

mais plástico, devido à sua semelhança com elementos transponíveis (Martins & Galetti, 

1999; Hatanaka & Galetti, 2004).  

As técnicas de FISH permitem determinar e localizar fisicamente nos 

cromossomos a presença de sequências de interesse (que podem ser utilizadas como 

marcadores citogenéticos), por meio de sondas fluorescentes de DNAs complementares 

a essas sequências (Schwarzacher, 2003). Os fluorocromos utilizados na marcação das 

sondas são moléculas que ao serem excitadas por luzes de um determinado comprimento 

de onda, emitem luz de um comprimento menor (Schwarzacher, 2003). A luz emitida 

pelos fluorocromos pode então ser captada por microscópios de epifluorescêcia que 

tornam possível a observação, registro fotográfico, quantificação e comparação dos 

diferentes marcadores citogenéticos. Essas abordagens englobadas pela Citogenética 

Molecular, em conjunto com a Clássica, permitem a detecção, comparação e estudo de 

regiões homeólogas entre os cromossomos de diferentes espécies e populações, 

auxiliando na determinação de suas relações filogenéticas (Pazza et al., 2018). 
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O genoma de um eucarioto geralmente é composto tanto por sequências de DNA 

únicas, quanto por sequências repetitivas como os rDNAs e o satélite As-51 mencionados 

anteriormente (López-Flores & Garrido-Ramos, 2012). A fração repetitiva do DNA pode 

ser organizada em elementos moderadamente ou altamente repetitivos, que se dispõem 

em conjunto ou dispersos pelo genoma, onde formam famílias de diferentes classes 

gênicas como elementos transponíveis, DNAs ribossômicos, pseudogenes, repetições em 

tandem ou DNAs satélites, constituindo o que é denominado de Repeatome (López-Flores 

& Garrido-Ramos, 2012; Ruiz-Ruano et al., 2016).  

DNAs satélites (satDNAs), num geral, são frações não codificantes e 

extremamente dinâmicas do genoma que se encontram repetidas em tandem ou dispersas, 

sendo um dos mais abundantes componentes do Repetoma (do inglês Repeatome) e dos 

genomas dos eucariotos (Plohl et al., 2012). Um único genoma eucarioto pode carregar 

centenas de famílias de satDNAs, com diferentes localizações no genoma, cada uma com 

suas próprias dinâmicas e taxas de evolução (Ruiz-Ruano et al., 2016). Todas as espécies 

vivas contêm então uma biblioteca de satDNAs, cujo conjunto pode ser chamado de 

Satellitome (Ruiz-Ruano et al., 2016; Duílio et al., 2017). O satelitoma de uma espécie 

pode ou não ser parcialmente ou totalmente compartilhado com outras espécies e 

populações proximamente relacionadas (Ruiz-Ruano et al., 2016; Rodrigues et. al., 

2019), seguindo o que é conhecido como “hipótese da biblioteca” (Fry & Salser, 1977). 

Essas sequências repetitivas mudam rapidamente ao longo da evolução dos 

organismos, onde se tornam excelentes marcadores de segmentos cromossômicos que 

permitem rastrear os rearranjos cromossômicos (Moscone et al., 2007).  Apesar de 

fornecerem diversos dados valiosos, estudos genômicos e citogenéticos sobre os 

satelitomas ainda são escassos, principalmente se comparados a famílias multigênicas 

como a dos DNAs ribossômicos (Rebordinos et al., 2013). Isso talvez se deva aos 

laboriosos e complexos métodos de obtenção desse tipo de DNA nos diversos organismos 

(Heslop-Harrison, 2000; Vicari et al., 2010; Mehrotra et al., 2014; Pamponét et al., 2019). 

Os métodos mais tradicionais para o isolamento de sequências de DNAs satélites 

em peixes Actinopterygii, envolviam o uso de enzimas de restrição específicas, 

reassociação cinética com DNA C0t-1 (DNA enriquecido com sequências altamente e 

moderadamente repetitivas) e a microdissecção de cromossomos submetidos à 

bandamento-C, seguidos da amplificação de sequências heterocromáticas via DOP-PCR 
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(reação em cadeia da polimerase iniciada com oligonucleotídeos degenerados) (Telenius 

et al., 1992; Ferreira & Martins et al., 2008; Vicari et al., 2010). 

Nos últimos anos, o sequenciamento de nova geração (NGS) a custos mais baixos, 

em conjunto com ferramentas de bioinformática mais acessíveis, têm facilitado a 

identificação, montagem, caracterização e comparação das sequências repetitivas (e até 

mesmo de genomas completos) entre as espécies (Novák et al., 2013; Afgan et al., 2018; 

Rodrigues et. al., 2019).  

Quando se fala de uma bioinformática mais acessível, todo o destaque vai para a 

plataforma pública Galaxy (http://usegalaxy.eu/ - Afgan et al., 2018). Iniciada em 2005, 

a plataforma Galaxy é um sistema para integração e manipulação de sequências de DNA, 

alinhamentos, montagens e anotações genômicas. Atualmente, o Galaxy está disponível 

em três servidores diferentes, cada um dispondo de um conjunto distinto de ferramentas, 

um servidor europeu (http://usegalaxy.eu/), um na Austrália (https://usegalaxy.org.au/) e 

um americano (https://usegalaxy.org). De acordo com seus desenvolvedores, o sistema 

habilitou biólogos sem treinamento em programação e administração de sistemas de 

computadores, à desenvolverem análises computacionais robustas via web (Afgan et al., 

2018).  

Diversos tipos de análises podem ser performadas rodando diferentes séries de 

ferramentas sucessivas (que podem ser automatizadas através de workflows construídos 

pelo próprio usuário) dentro da plataforma, a partir de qualquer navegador de internet, 

onde o Galaxy preserva a procedência, inputs, outputs e o referencial bibliográfico de 

cada etapa realizada (Afgan et al., 2018). Para estudos de satelitoma, por exemplo, é 

possível usar uma instância alternativa do sistema Galaxy que é o RepeatExplorer 

(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/ - Novák et al., 2013). 

O servidor do RepeatExplorer fornece uma ferramenta homônima cuja pipeline 

(instruções segmentadas) computacional utiliza de reads (leituras) gerados por NGS de 

shotgun para identificação de sequências repetitivas (Novák et al., 2013; Lower et al., 

2018). Essa abordagem já permitiu não só a busca por sequências que podem ser 

utilizadas como sondas e marcadores citogenéticos na FISH em diversos organismos (de 

plantas dos gêneros Quercus e Passiflora (Pamponét et al., 2019; Mascagni et al., 2020) 

à animais-modelo como moscas (Silva et al., 2019), gafanhotos (Ferretti et al., 2019) e 

peixes (Duílio et al., 2017), como também permitiu a classificação e o estudo comparativo 

http://usegalaxy.eu/
http://usegalaxy.eu/
https://usegalaxy.org.au/
https://usegalaxy.org/
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/
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in silico de contigs de DNAs repetitivos que são invisíveis nas hibridações (Ruiz-Ruano 

et al., 2016; Duílio et al., 2017). 

A plataforma Galaxy, incluindo suas instâncias, também se atém a questões 

delicadas de replicabilidade e reprodutibilidade das análises de dados genômicos (Goecks 

et al., 2010), onde ela não só possui integração com alguns bancos de dados genômicos 

como o GenBank, como também permite que suas ferramentas, workflows e pipelines 

sejam facilmente exportados e compartilhados. Deste modo, o Galaxy tem sido utilizado 

para realizar diferentes tipos de pesquisas genômicas de ponta, indo da montagem e 

anotação estrutural e funcional de genomas (de novo ou com genoma de referência)  à 

investigações de epigenômica e de interações genoma-ambiente (Kikuchi et al., 2010; 

Peleg et al., 2010). 

O sequenciamento de genoma completo em conjunto com o Galaxy, podem então 

ser utilizados como uma nova e alternativa abordagem para se estudar a dinâmica 

evolutiva dos Astyanax. As ferramentas de bioinformática disponíveis na plataforma 

auxiliam no estudo in silico de sequências genômicas obtidas via NGS. Essas sequências 

aliadas às técnicas de FISH, podem se tornar marcadores citogenéticos bem mais 

eficientes, uma vez que já foram previamente identificadas e estudadas (Ferretti et al., 

2019; Rodrigues et. al., 2019). 

Dentro desses dados de genoma completo, as sequências que compõem todo o 

DNA mitocondrial (mtDNA) também podem ser recuperadas. Tal qual os marcadores 

citogenéticos que ajudam à traçar filogenias cromossômicas, o mitogenoma à parte se 

mostra igualmente promissor quando se tratam de análises filogenéticas moleculares, 

estudos populacionais e de estruturação genética das diferentes populações (Avise et al., 

1987). Historicamente, genes mitocondriais têm sido muito utilizados em inúmeros 

organismos, sequências como COI, ATPase e Cyt b, são promissoras para se estudar 

filogenias profundas e divergências antigas entre os grupos animais (Curole & Kocher, 

1999), entretanto, abordagens que utilizam do genoma mitocondrial completo ainda são 

relativamente recentes (Smith, 2015).  

Mesmo que centenas de artigos com descrições de genoma mitocondrial tenham 

sido produzidos nos últimos anos e apesar de ser o genoma mais sequenciado atualmente 

(Smith, 2015), poucos mitocondriais completos estão disponíveis para o gênero Astyanax, 

sendo que a única espécie cujos dados genômicos são bem explorados é o A. mexicanus, 
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por ser um importante organismo-modelo em estudos evolutivos e de desenvolvimento 

embrionário (Borowski, 2008; Barreto et al., 2017).  

 

 

1.2 OBJETIVOS: 

Em função do contexto apresentado na introdução, o presente trabalho teve como 

objetivo geral, explorar os dados oriundos do sequenciamento do genoma completo de 

Astyanax altiparanae.  

 

1.2.1 Objetivos Específicos:  

- Extrair dos dados de NGS o genoma mitocondrial completo da espécie;  

- Fazer a anotação funcional desse mitogenoma;  

- Descrever e comparar o mitogenoma montado de A. altiparanae com outros 

mitogenomas de peixes disponíveis na literatura; 

- Realizar, in silico (ou seja, computacionalmente), a prospecção de sequências 

genômicas que possam se tornar marcadores citogenéticos úteis para estudos 

cromossômicos em A. altiparanae e em Astyanax como um todo.   

- Levantar dados que contribuam não só para a resolução da complexa filogenia de 

Astyanax, como também para um melhor entendimento dos mecanismos genéticos e 

cromossômicos por trás dos padrões evolutivos e da diversidade cromossômica 

encontrados no gênero.  
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2. CAPÍTULO 1: 

 

MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL COMPLETO DE Astyanax 

altiparanae Garutti & Britski, 2000 (CHARACIFORMES, CHARACIDAE) 

 

Matheus Lewi Bonaccorsi de Campos1,2,5, Fabiano Bezerra Menegídio3, John Seymour (Pat) 

Heslop-Harrison4, Trude Schwarzacher4, Rubens Pasa2,5, Karine Frehner Kavalco2,5 

 

1 Programa de Pós-Graduação em Zoologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 

Horizonte, MG, Brasil. 

2 Laboratório de Genética Ecológica e Evolutiva, Universidade Federal de Viçosa, campus Rio 

Paranaíba, Rio Paranaíba, MG, Brasil. 

3 Núcleo Integrado de Biotecnologia, Universidade de Mogi das Cruzes, Brasil. 

4 Department of Genetics and Genome Biology, University of Leicester, United Kingdom. 

5 Laboratório de Bioinformática e Genômica, Universidade Federal de Viçosa, campus Rio 

Paranaíba, Brasil. 

 

2.1 Resumo: 

Astyanax é um dos gêneros de peixes mais abundantes da América do Sul. Apesar 

de ser amplamente estudado, suas relações filogenéticas ainda são incertas, em função de 

uma taxonomia complexa, que inclui grupos de espécies crípticas. Nesse caso, filogenias 

mitocondriais podem ser úteis não só quando dados morfológicos e moleculares não são 

resolutivos, mas também para uma identificação mais precisa dos táxons. A partir da 

incerteza filogenética existente nos Astyanax e da escassez de trabalhos com 

sequenciamento de genoma mitocondrial completo no gênero, apresentamos aqui o 

mitogenoma completo de Astyanax altiparanae, com uma breve filogenia desse 

mitogenoma com os de outros Characidae. O comprimento do mitogenoma é de 

16.730pb, contendo 13 genes codificadores de proteínas, 2 RNAs ribossômicos, 22 RNAs 

transportadores e uma região de controle com 1.067 pb (D-loop). O mitogenoma obtido 

segue a conformação típica dos vertebrados onde todos os genes são codificados na cadeia 

pesada, exceto o gene ND6 e oito tRNAs. Em nossas análises filogenéticas, A. altiparane 

aparece como grupo irmão de A. mexicanus, sendo o gênero Astyanax paralifilético. 
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2.2 Introdução: 

 Conhecidos popularmente como lambaris, piabas ou tetras, os Astyanax 

compreendem um dos gêneros de peixes mais abundantes da América do Sul 

(Eigenmann, 1921). Com cerca de 170 espécies (Eschmeyer, 2019) distribuídas entre o 

sul dos EUA e o norte da Argentina (Ornelas-Garcıa et al., 2008), este é o gênero mais 

diverso da região Neotropical (Orsi, 2004). 

Compartilhando uma série de traços morfológicos homoplásticos (Ornelas-Garcıa 

et al., 2008), os Astyanax são de difícil identificação e reconhecimento, onde apresentam 

espécies crípticas (Melo & Buckup, 2006; Pansonato-Alves et al. 2013) e complexos de 

espécies. Um destes complexos é o grupo A. bimaculatus (Garutti, 1995), que engloba os 

lambaris de rabo amarelo com mancha umeral oval, como a própria espécie A. 

bimaculatus, em conjunto com A. altiparanae, A. lacustris, A. abramis, entre outras 

(Domingues et al., 2007; Pazza et al., 2018).  

Dados citogenéticos, moleculares e morfológicos sugerem que o complexo A. 

bimaculatus seja monofilético, formado por dois principais clados: A. altiparanae e A. 

bimaculatus (Fernandes et al., 2014; Pazza et al., 2018), entretanto, em função de 

filogenias morfológicas e moleculares abrangendo outros complexos, como A. fasciatus 

(Justi, 1993) e A. scabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), o gênero como um todo 

é considerado polifilético e suas relações filogenéticas são incertas (Oliveira et al., 2011; 

Schmitter-Soto, 2016). 

Ainda que filogenias recentes aloquem os Astyanax dentro da subfamília 

Stethaprioninae (Mirande, 2018), essa proposição ainda não possui forte sustentação 

filogenética e alguns autores consideram o gênero como Incertae sedis justamente pela 

ausência de evidências robustas de monofiletismo (Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto, 

2016; Mirande, 2018). 

 Neste cenário, o sequenciamento de genomas fornece outra via de dados que 

podem ser utilizados para tentar resgatar as filogenias e se estudar as dinâmicas evolutivas 

desses organismos. O genoma mitocondrial, em especial, se mostra historicamente 

promissor quando se tratam de análises filogenéticas (Avise et al., 1987), já que as 

sequências mitocondriais em si, têm sido muito utilizadas para se estudar até mesmo 

filogenias mais antigas entre os grupos animais (Curole & Kocher, 1999; Smith, 2015).  
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Em Astyanax, entretanto, abordagens genômicas são bem exploradas apenas em 

A. mexicanus, que é um organismo modelo em estudos evolutivos (Borowski, 2008). Para 

espécies brasileiras, os estudos genômicos ainda são escassos, de modo que, até o 

momento, apenas dois mitogenomas foram descritos para o gênero, o de A. paranae (Silva 

et al., 2016) e A. giton (Barretos et al., 2017). Assim, neste trabalho, objetivamos 

descrever o mitogenoma de Astyanax altiparanae (uma espécie da bacia do Alto Paraná) 

e compará-lo com outros genomas mitocondriais disponíveis na literatura. 

 

2.3  Materiais e Métodos: 

O Astyanax altiparanae utilizado neste trabalho havia sido previamente coletado 

no Ribeirão Pirapitinga (bacia do rio Paranaíba) em Ibiá – MG (19°21'06.34''S, 

46°47'34.81"O) e estava depositado na coleção ictiológica do Laboratório de Genética 

Ecológica e Evolutiva da Universidade Federal de Viçosa (LaGEEvo), campus Rio 

Paranaíba-MG, Brasil, sob o voucher 4121 e sob a licença fornecida pelo Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado 

(SISGEN) A9FE946. 

O DNA genômico total foi extraído de amostras de fígado e coração dos 

indivíduos (obtidas do Banco de Tecidos e Suspensões Celulares do LaGEEvo), conforme 

as instruções do kit de extração e purificação de DNA PureLink da Invitrogen. Após a 

verificação da qualidade via NanoDrop Lite Spectrophotometer, o sequenciamento de 

genoma completo foi realizado em um Novaseq 6000 (Illumina, San Diego, CA) na 

empresa Novogene, Reino Unido. 

A montagem de novo com Novoplasty v3.7 foi realizada usando as leituras brutas 

de 2x150pb do sequenciamento em um computador com clusters paralelos (64 Gb de 

RAM), com três Kmers distintos (suplemento). As sequências obtidas foram anotadas no 

MitoAnnotator (Iwasaki et al., 2013) do MitoFish (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp). 

Para análises de composição e qualidade do mitogenoma, a sequência obtida foi 

submetida a um workflow de ferramentas de bioinformática (Figura 1 do material 

suplementar) disponíveis na plataforma pública do Galaxy europeu 

(https://usegalaxy.eu/, Afgan et al., 2018).  

http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/
https://usegalaxy.eu/
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A partir da sequência mitogenômica completa de A. altiparane e de sequências 

mitocondriais de outras espécies de Characiformes obtidas do GenBank, os 13 genes 

codificadores de proteínas (PCGs) foram concatenados e utilizados na construção de uma 

árvore de máxima verossimilhança no software MEGA X (Kumar et al., 2018), com 1.000 

réplicas de bootstrap, depois de submetidos ao teste de melhor modelo evolutivo 

(GTR+G+I) também pelo MEGA X (Figura 2).   

 

2.4  Resultados: 

 O sequenciamento de genoma completo resultou em um conjunto de dados de 33 

milhões de reads de 150pb de comprimento para o A. altiparanae (Tabela 1). Dentro 

destes dados, o genoma mitocondrial total obtido de A. altiparanae contém 16.730pb de 

comprimento e é composto por 37 genes funcionais (o voucher do GenBank estará 

disponível após publicação do artigo que está em preparação)  (Figura 1), dos quais 13 

são genes codificadores de proteínas (PCGs), 22 genes de tRNA e dois genes de rRNA, 

seguindo a ordem esperada de acordo com os mitogenomas dos outros Astyanax já 

descritos. A região de controle terminal (D-loop) possui 1.067pb. Todos os PCGs estão 

na cadeia pesada (H), exceto o gene ND6, que está na cadeia leve, juntamente com oito 

tRNAs (Tabela 2).  

O conteúdo de A+T corresponde a 58,3% do mitogenoma. A composição das 

bases é de 29,59% para A; 28,66% para T; 15,45% para G e 26,28% para C.  Além disso, 

o mitogenoma de A. altiparanae apresenta 11 regiões intergênicas, totalizando 92pb. Os 

13 PCGs correspondem a 68,25% do genoma mitocondrial de A. altiparanae que, mesmo 

com pequenas alterações quando comparado a outros peixes do gênero, segue a 

conformação típica dos vertebrados. 

Quase todos os PCGs começam com o códon ATG usual e terminam com TAA 

ou TAG, as exceções se encontram destacadas na Tabela 2. O mitogenoma de A. 

altiparanae apresentou sobreposições que totalizam 26pb em regiões codificantes 

(entre tRNA-Ile e tRNA-Gln – 2pb; tRNA-Cys e tRNA-Tyr – 1pb; COI e tRNA-Ser – 13pb; 

ATPase 8 e ATPase 6 – 13pb) (Tabela 2). Foram encontrados 20 polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs), e não foram encontrados indels. 

Na a árvore de máxima verossimilhança resultante das análises com o MEGA X, 

considerando como outrgroup o Acestrorhynchus sp. (Figura 2), nosso A. altiparanae foi 
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recuperado como clado irmão de A. mexicanus. Estes dois clados formaram ainda um 

grupo monofilético com A. paranae, com um alto valor de suporte. Entretanto, Astyanax 

como um todo não foi recuperado como monofilético. Quase todos os clados obtiveram 

altos valores de suporte, exceto o clado (G. bogotensis (A. paranae (A. mexicanus + A. 

altiparanae))).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Genoma mitocondrial completo de A. altiparanae. 

Astyanax altiparanae 
Genoma mitocondrial completo  

Comprimento ~ 16.730bp 

Tabela 1: Resumo dos dados brutos oriundos do sequenciamento 
NGS de A. altiparanae. 



 

Figura 2: Árvore de máxima verossimilhança obtida através dos 13 PCGs concatenados dos mitogenomas disponíveis de Characidae, sob o modelo GTR+G+I e 1.000 réplicas de 

Bootstrap. Em parêntese se encontram os vouchers das sequências disponíveis no GenBank. 
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Tabela 2: Características do genoma mitocondrial de Astyanax altiparanae. Os códons não 
usuais se encontram grifados e em negrito. As letras H e L indicam, respectivamente, as 
cadeias pesada (heavy - H) e leve (light - L).   
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2.5  Discussão e Conclusões: 

Filogenias precisas são a base para uma compreensão cada vez mais completa da 

evolução dos vertebrados (Curole et al., 1999). Tanto táxons irmãos, quanto membros de 

complexos de espécies que possuem tempos de divergência curtos entre si, e que retêm 

um alto grau de similaridade morfológica, podem se mostrar como espécies crípticas de 

difícil reconhecimento, mesmo que estejam em diferentes trajetórias evolutivas (Struck 

et al., 2018). Isso interfere diretamente na construção das filogenias, onde a taxonomia 

não só desempenha um papel fundamental em uma identificação mais precisa, como 

também na conservação dos organismos, afinal, não podemos esperar conservar 

organismos que não podemos nem mesmo identificar (Mace, 2004). 

A questão biológica apresentada acima é uma das principais polêmicas levantadas 

quando se trata dos Astyanax, onde nem a tribo (Grundulini - Fowler, 1958) e nem a 

subfamília (Stethaprioninae) propostas para o gênero, possuem medidas de suporte altas 

nas análises filogenéticas moleculares e morfológicas (Mirande, 2018). Entretanto, 

estudos anteriores mostraram que populações alopátricas de Astyanax, como em A. 

scabripinnis e A. bimaculatus podem mostrar estruturação cromossômica associada ou 

não à estruturação morfológica, onde é possível diferenciar suas populações (Pazza et al., 

2008b & 2016; Fernandes et al., 2014). Neste cenário, combinações de diferentes tipos 

de caracteres taxonômicos são necessárias para uma taxonomia mais integrativa e 

resolutiva e, consequentemente, filogenias mais robustas (De Queiroz, 2007; Padial et al., 

2010; Struck et al., 2018).  

Na filogenia mitocondrial proposta por Silva e colaboradores em 2016, a espécie 

mais próxima de A. paranae era A. mexicanus. A topologia dessa árvore, com a inserção 

do nosso genoma mitocondrial de A. altiparanae, se torna ligeiramente diferente. Em 

nossas análises (Figura 2), A. altiparanae passa a ser o grupo irmão mais próximo de A. 

mexicanus, com A. paranae como irmão do clado por eles formado. Essa nova topologia 

é concordante com a filogenia baseada na sequência da ATPase6/8, em associação a 

marcadores cromossômicos, proposta por Pazza et al. (2018). Comparando com outros 

characiformes, Astyanax continua como parafilético, como foi observado por Barreto et 

al. (2017), em função das relações evolutivas de A. giton.    
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De qualquer forma, a organização final dos genes mitocondriais obtidos de A. 

altiparanae é semelhante à dos outros Astyanax disponíveis na literatura, com diferenças 

no comprimento e na composição de alguns genes. O D-loop de A. altiparanae, por 

exemplo, tem 70pb a mais que A. giton e 35pb a mais que A. paranae.  

O mitogenoma de A. altiparanae é o maior em comprimento dentre os Astyanax 

da literatura, ainda assim, seus PCGs são ligeiramente menores que o de A giton (3,55%). 

O tamanho maior do mtDNA de A. altiparanae provavelmente se deve ao longo D-loop 

e às regiões intergênicas, que totalizam 92pb, quantidade maior que a encontrada em 

outras espécies da família Characidae (Barreto et al., 2017).  

Incongruências filogenéticas ainda são um problema mesmo na era dos grandes 

dados genômicos (Betancur et al., 2019). Como as sequências mitocondriais oferecem 

naturalmente uma série de vantagens sobre outros genes nas análises filogenéticas (Avise 

et al., 1987), o uso de genomas mitocondriais completos tem resultado na recuperação de 

filogenias bem resolvidas em diversos animais (de Freitas et al., 2018; Fu et al., 2019).   

Embora a maioria dos mtDNAs atualmente sequenciados sejam de animais 

(Smith, 2015), os Astyanax ainda carecem desse tipo de marcador genético em suas 

filogenias. Deste modo, concluímos que o mitogenoma completo de A. altiparanae 

disponibilizado, poderá não só auxiliar numa taxonomia mais precisa dentro do complexo 

A. bimaculatus,  como também em estudos futuros de genética populacional e contribuirá 

para a resolução da complexa filogenia do gênero, onde nossos resultados apoiam a 

condição parafilética para os Astyanax, por enquanto, pois novas hipóteses poderão ser 

testadas à medida que mais mitogenomas forem incorporados nas análises.  
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2.6 Material Suplementar: 

Figura 1: Workflow gerado na plataforma Galaxy mostrando as etapas e ferramentas utilizadas. Para análise de 
qualidade do genoma mitochondrial de A. altiparanae foi utilizado o Fasta Statistics. A busca por SNPs e InDels foi 
performada mapeando os reads R1 e R2 contra a sequência mitocondrial através das ferramentas Bowtie2, Samtools 
mpileup, VarScan mpileup e o arquivo final foi conferido e visualizado pelo Bcftools stats. 
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3. CAPÍTULO 2: 
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3.1. Resumo: 

DNAs satélites são sequências repetidas em tandem formando matrizes que 

podem ir de dois pares de bases até megabases de comprimento. Eles estão entre os 

elementos repetitivos mais abundantes e de evolução mais rápida do genoma eucarioto, 

onde podem desempenhar uma série de papéis funcionais nos cromossomos. O 

barateamento das tecnologias de sequenciamento, em conjunto com o desenvolvimento 

recente de softwares específicos para estudos de satelitoma (conjunto de satDNAs em um 

genoma), têm impulsionado o uso de sequências repetitivas como marcadores 

citogenéticos, os quais ajudam no entendimento sobre como essas sequências podem 

influenciar a organização e a evolução dos genomas e das espécies, mesmo em 

organismos não-modelo. Neste trabalho, utilizamos dos softwares de agrupamento 

RepeatExplorer e TAREAN, auxiliados pelos bancos de dados do Blast e do Dfan, para 

realizar a identificação de novo e o estudo in silico de sequências repetitivas do genoma 

de Astyanax altiparanae (obtido via NGS), em busca de possíveis marcadores 

citogenéticos. Encontramos um total de 32 satélites putativos, dos quais 15 são 

correspondentes a sequências já descritas e 17 são sequências inteiramente novas que 

requerem validação via FISH, e concluímos que pelo menos 3 dos satélites putativos são 

marcadores citogenéticos em potencial.    
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3.2.Introdução: 

Os DNAs satélites (satDNAs) estão entre os elementos repetitivos mais 

abundantes do genoma eucarioto (Silva et al., 2019).  SatDNAs são sequências repetidas 

em tandem, formando matrizes que podem ir de dois pares de bases até megabases de 

comprimento (López-Flores & Garrido-Ramos, 2012; Silva et al., 2019).  Eles podem ser 

classificados em microssatélites (até 9 nucleotídeos encontrados em um kilobase), 

minissatélites (mais de 9 nucleotídeos em 1kbp) e satélites (200 nucleotídeos ou mais) à 

depender de seu comprimento, mas não há um consenso preciso sobre esses limites de 

tamanho (Tautz, 1993; Richard et al., 2008; Ruiz-Ruano et al., 2016).  

SatDNAs se encontram distribuídos preferencialmente em regiões 

heterocromáticas pericentrométricas ou subteloméricas dos cromossomos, podendo 

também serem encontrados dispersos na eucromatina (Kuhn et al., 2012; Pavlek et al., 

2015; Utsunomia et al., 2019). Apesar de geralmente não serem sequências codificantes, 

ainda assim, satDNAs podem desempenhar uma série de papéis funcionais nos 

cromossomos, relacionados à estruturação cromossômica, modulação da cromatina, 

estabelecimento de centrômeros ou mesmo regulação gênica (Rosic et al., 2014; 

Bracewell et al., 2019; Silva et al., 2019). 

O conjunto de famílias de DNAs satélites pode ser chamado de Satelitoma (Ruiz-

Ruano et al., 2016), sendo um dos grupos de DNAs repetitivos de evolução mais rápida 

do genoma (Kuhn et al., 2008; Ruiz-Ruano et al., 2016; Duílio et al., 2017). Alguns 

componentes do satelitoma de um organismo podem ser específicos de um cromossomo 

ou de uma espécie, e cada espécie apresenta uma biblioteca inteira de satDNAs que pode 

ou não ser compartilhada com táxons mais próximos (Vicari et al., 2010; Rodrigues et 

al., 2019). 

Desde a descoberta dos primeiros DNAs satélites nos anos 60, diversos estudos 

sobre a organização, composição e localização física desses DNAs repetitivos nos 

cromossomos elucidaram várias questões sobre mecanismos evolutivos do genoma: as 

altas taxas evolutivas do satelitoma, sua abundância e papel estrutural possuem todos 

implicações importantes para a diversificação e evolução dos genomas e das espécies 

(Kursel et al., 2018; Silva et al., 2019). Considerando que organismos proximamente 

relacionados podem compartilhar várias famílias de satDNAs (Vicari et al., 2010), que 

geralmente evoluem independentemente dentro das diferentes linhagens, esses elementos 
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repetitivos fornecem excelentes meios para estudos evolutivos e filogenéticos (Vicari et 

al., 2010; Utsunomia et al., 2019). 

Apesar dos crescentes estudos sobre DNAs satélites, ainda se sabe pouco sobre a 

totalidade de suas funções quando comparados aos estudos que envolvem outros 

repetitivos, como por exemplo o DNA ribossômico (Mehrotra et al., 2014; Pamponét et 

al., 2019). Isso talvez se deva ao histórico dos complexos métodos laboratoriais mais 

tradicionais de obtenção desse tipo de DNA em inúmeros organismos (Telenius et al., 

1992; Heslop-Harrison, 2000; Ferreira & Martins et al., 2008; Vicari et al., 2010).  

Nos últimos anos, com o avanço dos recursos computacionais, houve uma 

explosão de softwares mais acessíveis e dedicados a melhorar nossa capacidade de 

reconhecer, identificar, comparar e avaliar sequências repetitivas em genomas inteiros 

(Lower et al., 2018). Entretanto, ainda assim, os satDNAs têm sido pouco estudados em 

organismos não-modelo (Treangen & Salzberg, 2011), para os quais as tecnologias de 

sequenciamento mais baratas e acessíveis apresentam uma série de limitações. Algumas 

delas, como a complexidade das técnicas de bioinformática (principalmente para 

profissionais que não possuem formação na área) (Afgan et al., 2018) e a alta similaridade 

e a variação no número de cópias que as sequências repetitivas apresentam, tornam 

difíceis a identificação computacional precisa, a montagem do genoma e a anotação 

funcional dessas sequências altamente repetitivas como os satDNAs (Treangen & 

Salzberg, 2011; Afgan et al., 2018; Lower et al., 2018).  

As abordagens que utilizam do sequenciamento shotgun de genoma completo, 

porém, têm avançado e sido cada vez mais utilizadas para contornar os problemas citados 

acima (Lower et al., 2018). O sequenciamento de genoma completo de nova geração 

(NGS) em reads (leituras) de baixa cobertura, não só ajuda a evitar os possíveis vieses de 

montagem genômica (Lower et al., 2018), como também permite a identificação 

imparcial de milhares de repetições, tornando possível o estudo in silico do satelitoma 

(Mascagni et al., 2020), através de softwares de agrupamento como o RepeatExplorer e 

o Tandem Repeat Analyzer (TAREAN) (Nóvak et al., 2010; 2013; 2017). 

 Esses softwares rodam pipelines computacionais que permitem a identificação de 

novo (do latim: do início) não supervisionada de sequências repetitivas a partir de leituras 

não montadas. A pipeline usa as sequências inteiras do genoma para executar uma ordem 

lógica de operações: 1- Identificação e agrupamento, com base em gráficos de Bruijn, de 
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leituras sobrepostas que são derivadas de sequências repetitivas; 2- A partir dos gráficos 

gerados, é feita uma atribuição inicial dessas leituras a famílias de repetitivos; 3- 

Quantificação da abundância genômica e da variação das sequências de cada repetitivo, 

sendo geradas sequências consenso; 4- Classificação final dos repetitivos com base nos 

monômeros repetidos, nos tamanhos das repetições de cada cluster agrupado e no layout 

final dos gráficos em relação à um banco de dados do sistema; 5- Criação de um relatório 

interativo em HTML com todos os dados gerados (Heslop-Harrison, 2000; Nóvak et al., 

2010; 2013; 2017; Mehrotra & Goyal, 2014; Lower et al., 2018). 

 Avaliar, quantificar e identificar com precisão os componentes do satelitoma de 

todo um genoma em diferentes táxons, requer o desenvolvimento de abordagens 

alternativas (Lower et al., 2018) e como a ictiofauna neotropical é extremamente rica e 

diversa, são necessários testes e o subsequente uso combinado de diferentes métodos 

quando se tratam de estudos sobre composição, diversificação e evolução dos genomas 

(Vicari et al., 2010;). 

  Abordagens in silico têm se mostrado úteis e eficazes na busca por marcadores 

citogenéticos tanto em plantas (Pamponét et al., 2019; Mascagni et al., 2020), quanto em 

animais como gafanhotos (cujo genoma é um dos maiores em pb) (Ferretti et al., 2019), 

moscas (Silva et al., 2019) e peixes (Ruiz-Ruano et al., 2016; Duílio et al., 2017). Estudos 

anteriores com satDNAs em peixes também já demonstraram o grande potencial que esse 

tipo de sequência tem para a investigação sobre diferenciação cariotípica e evolução da 

ictiofauna neotropical (Vicari et al., 2010; Barbosa et al., 2017). 

Em peixes Teleósteos, por exemplo, satDNAs específicos de cromossomos, de 

espécies ou de gêneros, como o As-51 dos Astyanax (Mestriner et al., 2000), são 

marcadores citogenéticos extremamente úteis que ajudam à identificar e rastrear 

rearranjos cromossômicos e consequentemente à traçar suas filogenias (Mestriner et al., 

2000; Saito et al., 2007; Pazza et al., 2018). Sendo assim, objetivamos com este trabalho 

realizar a prospecção de marcadores citogenéticos para o gênero Astyanax, investigando 

in silico o satelitoma gerado por NGS a partir de amostras de um exemplar de A. 

altiparanae.  
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3.3.Materiais e métodos: 

O Astyanax altiparanae utilizado neste trabalho havia sido previamente coletado 

no Ribeirão Pirapitinga (bacia do rio Paranaíba) em Ibiá – MG (19°21'06.34''S, 

46°47'34.81"O) e estava depositado na coleção ictiológica do Laboratório de Genética 

Ecológica e Evolutiva da Universidade Federal de Viçosa (LaGEEvo), campus Rio 

Paranaíba-MG, Brasil, sob o voucher 4121 e sob a licença fornecida pelo Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado 

(SISGEN) A9FE946. 

O DNA genômico total foi extraído de amostras de fígado e coração dos 

indivíduos (obtidas do Banco de Tecidos e Suspensões Celulares do LaGEEvo), conforme 

as instruções do kit de extração e purificação de DNA PureLink da Invitrogen. Após a 

verificação da qualidade via NanoDrop Lite Spectrophotometer, o sequenciamento de 

genoma completo foi realizado em um Novaseq 6000 (Illumina, San Diego, CA) na 

empresa Novogene, Reino Unido. 

 As leituras brutas de 2x150pb foram carregadas para os servidores europeus da 

plataforma Galaxy (http://usegalaxy.eu/ - Afgan et al., 2018), onde foram utilizadas de 

sucessivas ferramentas de bioinformática para checagem e análise dos dados. A qualidade 

do genoma foi conferida através do FastQC Read Quality Reports (Andrews, 2010) e foi 

utilizado o Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para remoção das sequências adaptadoras 

e contaminantes.  

 Para a identificação in silico dos possíveis DNAs satélite, as leituras pareadas 

resultantes do Trimmomatic foram submetidas às pipelines do RepeatExplorer 

(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/ - Novak et al., 2013-2) e do Tandem Repeat 

Analyzer (TAREAN - Novak et al., 2017), implementados na plataforma Galaxy (Figura 

1 do material suplementar). Através da ferramenta Preprocessing of fastq paired reads 

(incluída na instância RepeatExplorer do Galaxy) foram excluídas as leituras únicas e as 

que continham mais de 5% de seus pares de bases em baixa qualidade (Tabela 1 do 

material suplementar).   

Ainda com a Preprocessing, as leituras foram emparelhadas e entrelaçadas, 

conforme os requisitos necessários para uso do RepeatExplorer. O arquivo único gerado 

pelo pré-processamento foi então utilizado como arquivo de entrada para o agrupamento 

http://usegalaxy.eu/
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/
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por similaridade realizado pelo RepeatExplorer e pelo TAREAN (Tabela 2 do material 

suplementar).  

A separação das leituras em diferentes clusters, que correspondem à diferentes 

famílias de elementos repetitivos, é feita automaticamente pela pipeline do 

RepeatExplorer. Ele realiza a decomposição das leituras em k-mers, cuja frequência de 

repetição e os níveis de similaridade são utilizados para compor os vértices e arestas dos 

gráficos de Bruijn. A disposição desses gráficos é ordenada conforme as sobreposições e 

alinhamentos necessários para gerar as sequências consenso, onde o layout final do 

gráfico é analisado e classificado estatisticamente pelo TAREAN.  

Os clusters com repetições em tandem identificadas então pelos algoritmos do 

TAREAN são classificados automaticamente em quatro principais categorias: supostos 

satélites de alta confiança; supostos satélites de baixa confiança; potenciais elementos 

LTR (Repetições Terminais Longas das extremidades de retrotransposóns); e rDNAs.  

As estimativas de alta ou baixa confiança dos possíveis satélites são atribuídas 

pelo TAREAN de acordo com o Índice de Componentes Conectados (C) e com o Índice 

de Completude dos Pares (P) presentes no programa. Esses índices são utilizados 

simultaneamente para detectar e separar as repetições putativas de DNAs satélites, onde 

os valores ideais de confiabilidade esperados para ambos são próximos de 1. 

 As sequências consenso de cada um dos clusters de possíveis DNAs satélites, 

identificadas pelo combo RepeatExplorer e TAREAN, foram dispostas no banco de dados 

do Blast (Altschul et al., 1990,  disponível em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e 

do Dfam 3.1 (Hubley et al., 2016, disponível em https://dfam.org/home),  para busca de 

similaridades e possíveis homologias com outras sequências já descobertas.  

Para o Blast foi utilizada a otimização do algoritmo Megablast e no Dfam foi 

utilizada a espécie Danio rerio (Peixa-Zebra) como organismo modelo para 

Actinopterygii. Tanto no Dfam quanto no Blast foram considerados bons alinhamentos 

aqueles com E-value (probabilidade devido ao acaso de que exista outro alinhamento com 

uma similaridade maior que a medida de semelhança da pesquisa com a sequência 

mostrada) de e-5 ou inferior, com uma cobertura acima de 70%.  

Para testes comparativos, a sequência do satélite AalSat24-51 foi utilizada no 

software MEGA X, onde foram feitos alinhamentos individuais (algoritmo Muscle) dessa 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://dfam.org/home
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sequência com a de outros satélites já descritos para Astyanax, disponíveis no GenBank: 

ApaSat01-51 (MF044760.1), ApaSat15-51 (MF044784.1) e satDNA As-51 (U87962.1). 

3.4.Resultados e discussões: 

Estudos com DNAs satélites têm sido realizados em Astyanax há décadas, ainda 

assim, o As-51 identificado em A. scabripinnis era o único satélite descrito para o gênero 

desde os anos 2000 (Mestriner et al., 2000). Era, pois, recentemente, com dados de NGS 

e softwares específicos para a avaliação de satDNAs, como o próprio RepeatExplorer, 

outros 45 satélites já foram descritos para A. paranae e testados em A. fasciatus e A. 

bockmanni (Duílio, et. al., 2017).   

Em nossas análises, a saída do RepeatExplorer com o TAREAN foi fornecida na 

forma de um arquivo em HTML (HyperText Markup Language, documentos em HTML 

podem ser abertos diretamente em navegadores web), que inclui um relatório e uma lista 

de todos os clusters analisados. Os nomes dos satélites então identificados receberam a 

seguinte estrutura: Aal (abreviação do prefixo referente à espécie Astyanax altiparanae) 

+ Sat + número de identificação do cluster em ordem decrescente de abundância + 

comprimento do monômero consenso em pares de bases (Ruiz-Ruano et al., 2016). 

No presente trabalho, O sequenciamento de genoma completo resultou em um 

conjunto de dados de 33 milhões de reads de 150pb de comprimento para o A. altiparanae 

(Tabela 1). Em nossa investigação in silico do satelitoma de Astyanax altiparanae via 

RepeatExplorer e TAREAN resultou na descoberta de 32 satélites putativos (Tabela 2), 

com um total de 11.061 pares de bases, representando juntos aproximadamente 3,5% do 

genoma de A. altiparanae (o voucher do GenBank estará disponível após publicação do 

artigo). Não foram encontrados elementos LTR e nem sequências repetitivas de rDNA 

nessa análise.  

Como os satDNAs estão entre os elementos repetitivos mais abundantes de um 

genoma (Charlesworth et al., 1994), representando uma parcela significativamente alta 

do genoma em diversos animais (López-Flores & Garrido-Ramos, 2012), a porcentagem 

real de sequências repetitivas no genoma de A. altiparanae deve ser maior do que os 3,5% 

aqui encontrados.  

Esse valor provavelmente subestimado se dá em função dos algoritmos de 

agrupamento por similaridade. Além de não detectarem repetitivos de baixa abundância 

(Novák et al., 2017), eles podem acabar classificando monômeros curtos e de sequências 
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parecidas, mas que são fundamentalmente diferentes, em um mesmo cluster, como um 

mesmo tipo de elemento repetitivo (Lower et al., 2018; Silva et. al., 2019). Nesse sentido, 

o TAREAN sozinho não é o melhor método para uma quantificação generalizada, 

principalmente de satélites com repetições curtas (Novák et al., 2017). Em Drosophilas, 

por exemplo, alguns autores estimaram, a partir de métodos de ultracentrifugação em 

gradiente de densidade, que até 40% do genoma seja de satDNAs (Gall et al., 1971; 

Cohen et al., 1979), ao passo que Silva e colaboradores (2019) encontraram um máximo 

de 12% desses repetitivos no gênero utilizando do TAREAN.      

Apesar disso, o RepeatExplorer e o TAREAN têm sido amplamente utilizados 

para estudos de DNAs repetitivos, principalmente em plantas e organismos não-modelo 

(Ruiz-Ruano et al., 2016; Pamponét et al., 2019), pois não só não requerem o uso de um 

genoma de referência (Novák et al., 2017), como também fornecem resultados rápidos e 

detalhados em uma interface interativa relativamente simples, dentro de um servidor web 

gratuito com alta capacidade de processamento e armazenamento (Goecks et al., 2010). 

Ressalto que armazenamento e capacidade de processamento são um dos maiores 

limitantes para se trabalhar com Genomic Data Science, onde um sequenciador pode gerar 

terabytes de dados em poucas horas (Goecks et al., 2010; Afgan et al., 2016).    

As sequências dos nossos satDNAs putativos, em geral, variaram de 19 a 3.220 

pb de comprimento. Dessas, 6 sequências de supostos satélites foram classificadas como 

sendo de alta confiança e as demais 26 como de baixa confiança. É interessante ressaltar, 

porém, que esses parâmetros nem sempre se referem estritamente à confiabilidade em si 

de uma sequência ser ou não um satélite.  

Como discutido por Novák et al. (2017), o índice C permite a identificação de 

aglomerados gráficos que correspondem a sequências repetidas em tandem, porém, ele 

não discrimina com eficiência DNAs satélites dos outros tipos de repetições em tandem, 

onde entraria o índice P. A partir do momento em que o índice P mede a proporção entre 

os pares de reads completos em um cluster e o número de reads quebrados, em relação 

ao comprimento total das repetições em tandem contínuas, ambos os índices em conjunto, 

ou seja, a Probabilidade do Satélite, também pode indicar se os repetitivos se dispõem 

agrupados em tandem ou se estão dispersos no genoma (Silva et al., 2019).     

Uma das características computacionais de repetições do tipo satélite para os 

índices C e P em questão, é que elas contêm proporções baixas de pares de reads 
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quebrados, ao passo que as proporções de reads quebrados são maiores nos repetitivos 

que estão espalhados pelo genoma (Novák et al., 2017). Neste caso, os 26 SatDNAs com 

valores de Probabilidade do Satélite menores que 0,7, que são então denotados como 

sendo de baixa confiança pelo TAREAN, podem na verdade ser sequências de repetitivos 

que se encontram dispersos no genoma ou que possuem características intermediárias 

entre os diferentes tipos de repetitivos (Novák et al., 2017; Lower et al., 2018; Silva et. 

al., 2019).  

 

3.4.1.Classificação dos satélites putativos em relação ao banco de dados do Blast e 

NCBI: 

Dos 32 satélites putativos encontrados no satelitoma de A. altiparanae, dezessete 

não apresentaram correspondência com nenhum banco de dados, sendo inteiramente 

novos. Uma vez que essas sequências carecem de quaisquer outras informações na 

literatura, elas precisariam ser estudadas além das abordagens in silico, a partir das 

técnicas de FISH, para sua caracterização, validação e melhor entendimento. Os outros 

quinze satélites putativos apresentaram algum grau de correspondência com outras 

sequências já disponíveis nos bancos de dados do Blast e do Dfam (Tabela 2). No Blast, 

7 apresentam similaridade com outros 7 DNAs satélites de Astyanax paranae e 2 

corresponderam a diferentes tipos de mRNA de A. mexicanus.  

O nosso satélite putativo AalSat01-178 apresentou uma abundância de 0,54% 

sendo então o mais abundante no genoma de A. altiparanae. Dados os altos valores de 

confiança e probabilidade deste satélite, ele provavelmente está arranjando em um cluster, 

hipótese esta que pode ser testada futuramente através da FISH. Comparativamente, sua 

sequência apresentou 95% de identidade com a do satélite ApaSat10-179, que seria o 

décimo em abundância no genoma do A. paranae (Duílio, et. al., 2017). Os satDNAs 

putativos AalSat20-22 e AalSat31-27 (um dos satélites de menor abundância em A. 

altiparanae) apresentaram 100% de identidade com o ApaSat11-22 e ApaSat25-27 

respectivamente, o alto E-value desse comparativo provavelmente se deve ao diminuto 

tamanho de suas sequências. Infortunadamente, para mais análises comparativas, os dois 

últimos satélites, em conjunto com o ApaSat10-179, ainda carecem de mais informações 

na literatura (Duílio, et. al., 2017).   
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Em contrapartida, com relação ao putativo AalSat11-236, ele obteve 86% de 

correspondência com o ApaSat04-223. Este último satDNA já foi encontrado formando 

clusters na região pericentromérica de todos os cromossomos de A. fasciatus (incluindo 

cromossomos B), onde a superfamília deste satélite, a SF1, também compõe a mesma 

região na maioria dos cromossomos do complemento A e B de A. paranae e A. bockmanni 

(com marcações mais sutis nesta última) (Duílio, et. al., 2017). Sendo assim, apesar de 

ser bem menos abundante no genoma de A. altiparanae do que o ApaSat04-233 é no 

genoma dos outros Astyanax, com esse nível de similaridade entre os dois satélites, é 

possível que o AalSat11-236 também desempenhe algum papel de organização 

centromérica nos cromossomos de A. altiparanae (Metters et al., 2013; Ruiz-Ruano et 

al., 2016).  

O satélite AalSat14-229 obteve diferentes correspondências nos bancos de dados. 

Enquanto o TAREAN o classificou como sendo 0,72% similar à um rDNA 5S, o Blast 

mostrou 98% de correspondência dessa sequência com uma sequência de rDNA 5S + 

NTS (espaçador não transcrito) de A. altiparanae, ao passo que o Dfam classificou esse 

satélite como pseudogene de rDNA. Normalmente, o rDNA 5S consiste em sequências 

codificantes de 120pb de comprimento repetidas em tandem, sendo separadas uma da 

outra por uma sequência espaçadora não transcrita (NTS) de comprimento variável 

(Martins & Galetti, 2001). Diferentes classes de rDNA 5S já foram reportados para 

espécies de peixes, sendo alguns de seus variantes relacionados à pseudogenes e à 

diferenças na sequência NTS.  

A sequência consenso obtida para o AalSat14-229, conforme classificado pelo 

Blast, tinha uma composição de bases similar à do rDNA 5S descrito para A. altiparanae 

(Hashimoto et al., 2011), entretanto, como tanto a ordem dos genes codificantes quanto 

da provável sequência NTS eram significativamente diferentes, nós o consideramos como 

um pseudogene, conforme classificado pelo Dfam. Sendo um pseudogene, pode ser mais 

útil utilizar o rDNA 5S ao invés do putativo AalSat14-299, de qualquer forma, tal qual o 

próprio rDNA 5S, cujas altas variações do NTS têm sido bastante úteis em estudos 

evolutivos (Martins & Galetti, 2001; Pazza et al., 2018), o AalSat14-229 pode vir à ser 

um candidato à marcador citogenético (caso sua presença seja comprovada via de FISH) 

e ou molecular, onde pode ser útil na citotaxonomia, ajudando à caracterizar populações 

de A. altiparanae.  
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3.4.2.O putativo AalSat24-51 como um possível variante do As-51:  

Outro satélite que requer distinção é o putativo AalSat24-51. Pelo Blast, sua 

sequência apresentou 100% de identidade e 75% de cobertura com o ApaSat15-51, sendo 

o conteúdo AT de ambos de 54,90%. O comprimento de 51pb destes satélites em conjunto 

com seu conteúdo AT rico se destacam, pois, estas são características similares às do 

DNA satélite mais estudado e utilizado como marcador citogenético no gênero Astyanax, 

o As-51 (Mestriner et al., 2000; Kantek et al., 2009; Vicari et al.,2010; Pazza et al., 2018).  

Historicamente, o As-51 apresenta uma variedade considerável em número e 

posição nos cromossomos de diferentes espécies e populações de Astyanax (Vicari et al., 

2010). Alguns autores discutem que como o As-51 provavelmente se originou de 

elementos transponíveis (Mestriner et al., 2000), mecanismos intrínsecos de amplificação 

da sua sequência e de transposição para outros locais cromossômicos, permitiram que 

diferentes populações ou espécies demonstrem diversos padrões de hibridação desse 

repetitivo (Pazza et al., 2018), indicando também que seguiram por caminhos evolutivos 

distintos (Kantek et al., 2009; Vicari et al., 2010; Pazza et al., 2018).  

Em A. mexicanus, foram encontradas marcações muito sutis do As-51 em poucos 

locais cromossômicos, de modo mais difuso do que nos outros Astyanax, isso sugere um 

número pequeno de cópias do satélite ou mesmo homologia parcial com a sonda (Kavalco 

e Almeida-Toledo 2007). Já nas espécies dos complexos A. scabripinnis e A. fasciatus, 

esse satélite tem sido bem mais evidenciado, com sua presença variando de 0 a 18 sítios 

marcados (Vicari et al.,2010; Kavalco et al., 2013; Pazza et al., 2018). Para os A. 

fasciatus, estudos prévios demonstraram que as populações das drenagens dos rios 

Grande, Tietê e Paranapanema apresentaram um maior número de marcações para o As-

51 (de 10 à 18 cromossomos marcados), sendo este satélite mais disperso nos genomas, 

ao passo que as populações de bacias mais costeiras ao leste do continente, apresentaram 

um número significativamente menor de marcações (de 2 à 5 cromossomos marcados) 

(Kavalco et al., 2013). 

Essas diferenças nas populações de A. fasciatus estão relacionadas à um padrão 

biogeográfico em que quanto maior a distância dos limites da bacia do Alto Paraná e mais 

próximo das bacias hidrográficas costeiras, menor é o número de sítios do As-51 (Kantek 

et al., 2009; Peres et al., 2009; Kavalco et al., 2013). É interessante destacar que essas 

populações de A. fasciatus, caracterizadas por poucas marcações do As-51, apresentam 
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sua distribuição ao longo da costa brasileira em conjunto com outras espécies de bacias 

costeiras que não demonstram marcação para o satélite como A. intermedius, A. giton e 

A. hastatus (Kavalco et al., 2013; Pazza et al., 2018). 

Em se tratando do complexo A. bimaculatus ao qual A. altiparanae pertence, A. 

lacustris e A. assuncionensis apresentam poucos sítios de As-51; A. bimaculatus não 

apresenta marcações e em A. altiparanae algumas poucas populações possuem sítios 

pequenos e escassos enquanto a maior parte das populações não possui nenhum (Kantek 

et al., 2009; Vicari et al.,2010; Kavalco et al., 2011; Pazza et al., 2018). O histórico de 

distribuição do As-51 discutido nos parágrafos anteriores, é consistente com a “hipótese 

da biblioteca” proposta por Fry e Salser (1977), em que uma mesma família de satélites 

pode seguir por caminhos evolutivos independentes nas diferentes espécies, isso inclui a 

abundância das sequências nos genomas e a distribuição dos sítios nos cromossomos 

(Utsunomia et al., 2017), de modo que o As-51 teria então uma distribuição inicialmente 

restrita a poucos locais cromossômicos, sendo posteriormente disseminado pelo genoma 

(Pazza et al., 2018). 

Com relação ao nosso putativo AalSat24-51, a partir dos alinhamentos 

comparativos de sua sequência com a de outros satélites semelhantes (ApaSat01-51 e 

ApaSat15-51 de A. paranae (Duílio et al., 2017) e o As-51 original de A. scabripinnis 

(Mestriner, 2000)), através do software MEGA X, observamos uma série de pares de 

bases compartilhados entre eles (ver figura 1): 22pb da sequência do nosso AalSat24-51  

se alinham com a do ApaSat15-51 (semelhança de 43,13%). Além disso, o AalSat24-51 

também possui 23pb semelhantes aos do As-51 original (45,09%) e 22pb semelhantes aos 

do ApaSat01-51 (43,13%). 

O ApaSat15-51, possui 26pb de sua sequência alinhados à do As-51 original 

(semelhança de 50,98%) e 24pb alinhados à do ApaSat01-51 (47,05%). Por fim, o 

ApaSat01-51, que é o As-51 de A. paranae (Duílio et al., 2017), tem seus últimos 32pb 

alinhados com os 32 primeiros do As-51 original (62,74% de semelhança), de modo que 

é possível observar uma provável transposição da porção final do As-51 original 

formando a parte inicial do ApaSat01-51, com duas mutações de diferença.  

Dadas as altas taxas evolutivas dos DNAs satélites (Kuhn et al., 2008), a 

semelhança do As-51 com elementos transponíveis (Mestriner et al., 2000) e as 

similaridades dos alinhamentos apresentados no parágrafo anterior e em sua respectiva 
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figura 1, é possível supor que nosso putativo AalSat24-51, em conjunto com o ApaSat15-

51 (Duílio et al., 2017), sejam sequências novas derivadas do As-51 ou mesmo variantes 

desse satélite, nos quais alguns pares de bases foram rearranjados.  

Como o TAREAN classifica o AalSat24-51 como tendo uma baixa Probabilidade 

do Satélite, ele provavelmente se encontra disperso pelo genoma, o que nos leva à fazer 

algumas proposições sobre a presença e ausência do As-51 nas diferentes populações de 

A. altiparanae: 1- Ou o As-51 está de fato ausente na maior parte das populações, ou não 

se encontra em tandem, estando tão disperso pelo genoma que o sinal não é forte o 

suficiente para ser detectado na FISH tradicional (como sugere a nossa baixa 

Probabilidade do Satélite para o seu semelhante, o putativo AalSat25-51). Uma situação 

parecida foi encontrada com o ApaSat20-18 e o ApaSat36-21, que não apresentaram sinal 

na FISH, mas tiveram sua presença genômica atestada em análises de bioinformática 

(Duílio, et. al., 2017). 2- Outra possibilidade é que algumas das populações de A. 

altiparanae possuem sequências derivadas do As-51, como o possível caso do nosso 

AalSat24-51, nas quais as sondas desenhadas com base no As-51 original não mais 

hibridizam ou hibridizam parcialmente (o que poderia explicar as poucas populações que 

apresentam sítios pequenos e escassos na literatura (Kavalco et al., 2011)). Algo similar 

já foi observado em A. mexicanus, que não apresentou marcações resolutas para o As-51, 

sugerindo um pequeno número de cópias ou uma homologia parcial entre alguns 

cromossomos e a sonda (Kavalco e Almeida-Toledo 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 1: Alinhamentos da sequência do nosso satélite putativo AalSat24-51 (destacado em amarelo) com a dos outros satDNAs de 51pb de comprimento disponíveis para Astyanax na literatura. Os alinhamentos foram 

realizados individualmente par à par no software MEGA X, através do algoritmo Muscle nas configurações padrões. Em resumo no quadro à direita estão as semelhanças entre as sequências.  

 

Tabela 1: Resumo dos dados brutos oriundos do sequenciamento 
NGS de A. altiparanae. 
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3.4.2.Classificação dos satélites putativos em relação ao banco de dados do Dfam: 

Em se tratando do Dfam, o putativo AalSat31-574 se mostrou similar à 

pseudogenes repetitivos de tRNA-Thr-ACY e 4 dos outros possíveis satélites (AalSat08-

2310, AalSat10-1620, AalSat22-61 e AalSat17-106) apresentaram semelhança não com 

DNAs satélites, mas sim com elementos transponíveis de diferentes subtipos (Figura 2). 

Elementos transponíveis são componentes importantes do genoma eucarioto e os peixes 

contêm mais famílias desses elementos em seu genoma do que outros vertebrados, como 

aves e mamíferos (Volf et al., 2003; Fischer et al., 2005; Zhou et al., 2006). Essas 

sequências transponíveis desempenham um papel essencial como fonte de variação e 

evolução, seja induzindo mutações ou silenciando genes ao se deslocarem pelo DNA 

(Volf, 2005; Zhou et al., 2006; Hickman et al., 2010), Helitrons por exemplo, categoria 

na qual o AalSat08-2310 e o AalSat10-1620 foram classificados, podem atuar capturando 

e co-mobilizando genes e fragmentos de genes pelo genoma (Gupta et al., 2005; Morgante 

et al., 2005), isso também pode explicar o comprimento longo de suas sequências, que 

são umas das mais extensas dentre todos os repetitivos aqui encontrados.  

Como os A. altiparane possuem um número diploide constante de 2n=50 

cromossomos e ainda assim apresentam variações em sua fórmula cariotípica e na 

simetria geral dos cariótipos (Kavalco et al., 2011; Fernandes et al., 2014), é possível que, 

por detrás desses pequenos rearranjos, sequências de elementos transponíveis estejam em 

atuação. Os repetitivos AalSat08-2310, AalSat10-1620, AalSat17-106 e AalSat22-61, 

foram considerados como diferentes tipos de elementos transponíveis. Tais elementos são 

diferenciados entre si em função de seus distintos mecanismos de transposição, 

mecanismos estes que podem ser diretamente ou indiretamente responsáveis por agrupar 

ou espalhar outras sequências pelo genoma sem que necessariamente ocorram rearranjos 

Robertsonianos.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Classificação das sequências dos repetitivos AalSat14-229, AalSat32-574, AalSat08-2310, AalSat10-1620, AalSat22-61 e AalSat17-106 (destacados em vermelho) resultante da 
pesquisa realizada no banco de dados do Dfam. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2: Satélites putativos encontrados em A. altiparanae através do RepeatExplorer e do TAREAN, seus valores de confiança e sua correspondência individual conforme os resultados obtidos no 

Blast e no Dfam. Os prefixos Apa e Ame remetem à A. paranae e A. mexicanus, respectivamente. No campo “Blast”, a porcentagem se refere ao Query cover, ao passo a função de “e” se refere ao E-

Value em ambos os bancos de dados. 

*Os índices C e P e sua importância estão explicados nos Materiais e Métodos e nos Resultados e Discussões. 
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3.5.Conclusões: 

Através do sequenciamento de nova geração, da análise inteiramente in silico dos 

dados gerados e utilizando de uma abordagem relativamente recente via bioinformática 

com softwares robustos, porém, de fácil entendimento (RepeatExplorer e TAREAN), nós 

levantamos um total de 32 sequências significantes no satelitoma de A. altiparanae.  

Minerando e comparando os dados genômicos do satelitoma de A. altiparanae 

com os de outras espécies do gênero, foi possível pontuar algumas hipóteses sobre a 

evolução cromossômica da espécie, mesmo sem a realização de hibridações fluorescentes 

in situ. As abordagens in silico, é claro, ainda não eliminam a necessidade da FISH para 

validação dos satélites putativos, mas fornecem não só um ponto de partida para 

investigações posteriores, como também sugere quais sequências são promissoras (como 

por exemplo os 17 satélites inéditos aqui apresentados), já que podem identificar até 

mesmo aquelas que não possuiriam sinal na hibridação.  

Embora seja necessário validar os 32 repetitivos putativos através das técnicas de 

hibridação fluorescente in situ, ressaltamos que a organização genômica de alguns deles 

pode ser dispersa e não em tandem, o que dificulta sua identificação física nos 

cromossomos. De qualquer forma, todos os putativos levantados possuem potencial como 

marcadores citogenéticos, de modo que, a partir deste trabalho, apontamos o AalSat01-

178, AalSat11-236 e o AalSat24-51 como mais promissores para A. altiparanae, em 

função de suas características aqui discutidas. Concluímos, portanto, que as novas 

abordagens citogenômicas são imprescindíveis para uma melhor compreensão sobre as 

sequências repetitivas e seu impacto na evolução do genoma e das espécies neotropicais, 

que como os Astyanax, são extremamente ricas e diversas. 

  

3.6.Agradecimentos: 

Os recursos computacionais para utilização da instância RepeatExplorer da 

plataforma Galaxy foram fornecidos pelo projeto ELIXIR-CZ (LM2015047), parte da 

infraestrutura internacional do ELIXIR.  

 

 



 

41 
 

3.7.Material Suplementar: 

Figura 1: Workflow gerado na instância do RepeatExplorer dentro da plataforma Galaxy mostrando as etapas e 
ferramentas utilizadas para identificação in silico de DNAs satélite. 

 

 

Tabela 1- Parâmetros do Preprocessing of fastq paired-end reads: 

 

 

Tabela 2- Parâmetros do RepeatExplorer 1.0.0 e TAREAN: 
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4. Considerações finais: 

 

O gênero Astyanax como um todo, possui uma história evolutiva extremamente 

interessante e complexa, que é em partes refletida na diversidade cromossômica presente 

na maior parte de suas espécies. Algumas espécies, entretanto, mantêm arranjos 

cromossômicos relativamente conservados, com variações populacionais muito sutis, 

como no caso dos A. altiparanae, que demostram que os métodos tradicionais da 

citogenética e da biologia molecular, apesar de detectarem essas variações, podem ser 

insuficientes para entendê-las. 

Neste trabalho, testamos e utilizamos de uma série de métodos computacionais. Deste 

modo, exploramos via bioinformática os dados oriundos do genoma sequenciado de 

Astyanax altiparanae. Os métodos mais resolutivos, nos permitiram levantar uma série 

de dados e hipóteses que certamente contribuirão para a resolução do “quebra-cabeças” 

que é a filogenia dos Astyanax.  

À começar pelo básico, que é a taxonomia do gênero, o genoma mitocondrial 

completo apresentado no capítulo 1 e as metodologias utilizadas para obtê-lo, viabilizam 

a confecção de diversos novos primers que podem ser úteis em estudos populacionais e 

para uma taxonomia mais integrativa, fornecendo também conhecimento que pode ajudar 

à identificar aquelas populações que, como unidades evolutivamente significativas, 

estejam seguindo caminhos evolutivos distintos.  

A busca por entender como cada táxon se encaixa na história evolutiva dos Astyanax, 

se faz necessária porque seu processo compila uma gama enorme de conhecimentos sobre 

os mecanismos genéticos e cromossômicos por detrás de seus padrões evolutivos. Ao 

utilizar o mitogenoma completo de A. altiparanae para análises filogenéticas, obtivemos 

uma árvore filogenética cuja topologia corrobora a ideia de uma condição parafilética 

para o gênero, concordando também com filogenias anteriores baseadas na junção de 

dados moleculares e cromossômicos.  

Neste cenário, a Bioinformática atual se insere não como substituta das técnicas 

laboratoriais clássicas, mas como um complemento imprescindível para elas. O avanço 

nas tecnologias de sequenciamento e no desenvolvimento de softwares acessíveis e 

robustos, está tornando a obtenção e a interpretação de dados genômicos muito mais 

intuitiva, ajudando à preencher algumas das limitações da citogenética e das técnicas de 
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FISH. No capítulo 2, por exemplo, descobrimos um total de 32 sequências repetitivas no 

genoma de A. altiparanae em estudos inteiramente in silico, ou seja, utilizando de 

ferramentas de bioinformática em conjunto com bancos de dados genéticos.  

Por fim, ao comparar essas sequências com outras já disponíveis na literatura, 

pudemos apontar pelo menos três como marcadores citogenéticos promissores, 

constituindo um panorama sobre a composição do satelitoma de A. altiparanae e um 

ótimo ponto de partida para entender melhor os arranjos cromossômicos da espécie. Deste 

modo, a conjugação da bioinformática com as técnicas laboratoriais clássicas 

(citogenética e FISH) configuram abordagens citogenômicas modernas que, desde já, se 

mostram imprescindíveis para uma compreensão mais ampla sobre o funcionamento do 

genoma e dos mecanismos genético-cromossômicos por detrás da história evolutiva e da 

diversidade encontrada em Astyanax.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 
 

5. LISTA DE ABREVIAÇÕES: 

 

AalSat: DNA satélite de Astyanax altiparanae. 

ApaSat: DNA satélite de Astyanax paranae.  

Ala: Alanina. 

Arg: Arginina. 

ATPase: Adenosinatrifosfatase 

Asn: Asparagina. 

Asp: Ácido Aspártico. 

Et al.: Abreviação de Et alia, do latim “e outros”. 

EUA: Estados Unidos da América. 

COI: Citocromo C oxidase subunidade I (I a III). 

Cyt b: Citocromo B. 

Cys: Cisteína. 

DNA: Ácido desoxirribonucleico. 

DNA C0t-1: DNA enriquecido com sequências altamente e moderadamente 

repetitivas. 

DOP-PCR: reação em cadeia da polimerase iniciada com oligonucleotídeos 

degenerados. 

FISH: Hibridação Fluorescente in situ. 

Gln: Glutamina. 

Glu: Ácido Glutâmico. 

Gly: Glicina. 

His: Histidina. 

HTML: HyperText Markup Language, formato de dados. 

Ile: Isoleucina. 

LaGEEvo: Laboratório de Genética Ecológica e Evolutiva. 

Leu: Leucina. 

LTR: Repetições Terminais Longas das extremidades de retrotransposóns.  

Lys: Lisina. 

Met: Metionina. 



 

46 
 

mtDNA: DNA mitocondrial. 

MG: Minas Gerais. 

ND1 (1 a 6): NADH desidrogenase subunidade 1 (1 a 6). 

NGS: Next-Generation Sequencing – Sequenciamento de nova geração. 

NTS: Sequência espaçadora não transcrita. 

Pb: Pares de bases. 

PCGs: Genes codificadores de proteínas.  

Phe: Fenilalanina. 

Pro: Prolina. 

rDNA: DNA ribossômico. 

rRNA: RNA ribossômico. 

RNA: Ácido ribonucleico.  

satDNA: DNA satélite.  

Ser: Serina. 

SISGEN: Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado 

SNPs: Pofimorfismos de nucleotídeos únicos. 

Thr: Treonina. 

tRNA: RNA transportador.  

Trp: Triptofano. 

Tyr: Tirosina. 

Val: Valina. 
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